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Recombinant HBsAgTiybrid particles having morphological characteristics of 
the HBsAg antigen and containing an immunogenic sequence which induces 
neutralizing antibodies directed against HIV or susceptible of being 
recognized by such antibodies. Nucleotide sequences coding for such 
particles and vaccines containing them 
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The invention relates to an active principle of a vaccine against HIV. This active principle consists of 
recombinant particles exhibiting the essential morphological characteristics of HBsAg particles and 
comprising, flush with the surface of these particles, the essence of the amino acid sequence (S) coded 
by the S region and, if appropriate, all or part of the amino acid sequence coded by the pre-S region of the 
genome of the hepatitis B virus, upstream of the said amino acid sequence (S), these recombinant 
particles being characterised in that they additionally comprise an immunogenic amino acid sequence 
inducing antibodies which are neutralising in respect of a retrovirus of the HIV class or capable of being 
recognised by such antibodies, this sequence itself comprising at least one epitope capable of being 
recognised by the B lymphocytes, and at least one epitope capable of being recognised by the T 
lymphocytes and, where appropriate, at least one site of attachment to the CD4 receptor of human T4 
lymphocytes, this immunogenic sequence being either inserted in the pre-S amino acid sequence or 
wholly or partly substituted with the pre-S protein. 
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(54) Particules HBsAg recombinantes hybrides ; caracteristiques morphologiques de I'antigene HBsAg contenant 1 
sequence immunogene induisant des anticorps neutralisants dirigas contra HIV ou susceptible d'etre reconnue par 
de tels anticorps; sequences nucleotidiques codant pour de telles particules; vaccins las contenant. 

L'invBntion concerne un principe actif de vaccin" contre 
fiV. Ce prinripe ectH est constitue* de particules recombi- 
nantes presentant les caracteristiques morphologiques essen- 
tielles des particules de HBsAg. et comprenant affleurant a la 
surface de ces particules. I'essentiel de la sequence d'acide 
amines S code par ia region S et le cas 6ch6ant tout ou partie 
de la sequence decides amines codee par la region pr£-S du 
genome du virus de rhepatite B. en emont de iadite sequence 
d*acides amines S. ces particules recombinantes etant caract6- 
risees en ce qu'elles comprennent en outre, une sequence 
d ecides amines immunogene Induisant des anticorps neutrali- 
sants vis-a-vis d'un retrovirus de la femiile HfV ou susceptfole 
d'fitre reconnue par de teJs Bntieorps. cette sequence compor- 
tarn elle-mfime au moins un Epitope susceptible d'etre reconnu 
par les lymphocytes B. et au moins un epitope susceptible 
d'etre reconnu par les lymphocytes T et le ces echeant au 
moins un site d'attachement au recepteur CD4 de lymphocytes 
T4 humains. cette sequence immunogene etant sort cnsiree 
dans la sequence d'acides amines pre-S. sort substitute tout 
ou partie de la proline pre-S. 
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PARTICULES HBsAg RECOMBI NANTES HYBRIDES AYANT LES 
CARACTERISTIQUES MORPHOLOGIQUES DE L 1 ANT I GENE HBsAg 
CONTENANT ONE SEQUENCE IMMUNOGENE INDUISANT DES 
ANTICORPS NEUTRALISANTS DIRIGES CONTRE HIV OU 
5 SUSCEPTIBLE D'ETRE RECONNUE PAR DE TELS ANTICORPS. 
SEQUENCES NUCLEOTIDIQUES CODANT POUR DE TELLES 
PARTICULES. VACCINS LES CONTENANT. 

La presente invention concerne des particules 
recombinantes hybrides ayant les caracteristiques mor- 
10 phologiques de l'antigene HBsAg comprenant des sequences 
decides amines immunogenes _induisant des anticorps 
neutralisants diriges contre les retrovirus de la 
famille de HIV ou capablea d'etre reconnues par de tels 
anticorps . 

15 L' invention vise egalement des acides nucleiques 

recombinants ou vecteurs recombinants, comprenant eux- 
memes les inserats formes par des acides nucleiques re- 
combinants hybrides, eventuellement sous le controle 
d'un promoteur reconnu par les polymerases d'un bote 
20 cellulaire eucaryote, ces acides nucleiques recombinants 
portant 1 ' information genetique requise pour rendre cet 
h6te cellulaire eucaryote apte a produire les particules 
hybrides recombinantes sus-mentionnees. L 4 invention a 
aussi pour objet des h6tes cellulaires eucaryotes 
25 transforms par les vecteurs recombinants precedents. 

La presente invention propose, par l'interme- 
diaire des particules recombinantes ci-dessus, de nou- 
veaux moyens de prevention contre le SIDA ou contre les 
symptdmes precurseurs du SIDA notamment des syndr6mes 
30 lvB P n *denopathiques (SLA). 

L' invention concerne plus particulierement des 
particules recombinantes de ce type qui ont la capacite 
d'induire la formation d' anticorps neutralisants vis- 
a-vis des retrovirus HIV et leur application pour 
35 I 1 elaboration de compositions vaccinantes pour lutter 
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contxe une infection due a un retrovirus HIV. 

L' invention a egalement pour objet des peptides 
et polypeptides adequats ayant des propriety immuno- 
genes protectrices contre le SIDA, notamment des poly- 
5 peptides de I'enveloppe d'un retrovirus HIV ou SIV 

pour la realisation des particules recombinantes ci- 
dessus. 

L 1 invention se rapporte egalement a des acides 
nucleiques codant pour ces peptides et polypeptides 
10 ainsi qu'aux vecteurs les contenant. 

L ' invention vise egalement 1* utilisation des 
moyens ci-dessus pour realiser le diagnostic in vitro 
d* une infection due a HIV. 

On salt maintenant que des agents £tiologiques 
15 responsables du developpement de syndromes de lymphade- 
- nopathies (SLA) precedent souvent le developpement de 
syndr6me d'immunodeficience acquise (SIDA) . 

On a designe par HIV (abreviation anglaise de 
"Human Immunodeficiency Virus") plusieurs retrovirus 
20 humains susceptibles, dans certaines conditions, de 
provoquer un SLA, eventuellement relaye par un syndrdme 
d'immunodeficience acquise (SIDA) chez l'homme. 

Ainsi un premier virus denomme LAV-1 ou HIV-1 a 
ete isole et decrit dans la demande de brevet GB.83/ 
25 24.800 et une demande EP. 84/401 .B34 du 14/09/84. Ce 
virus a egalement ete decrit par F.Barre Sinoussi et al. 
dans Science, 220 n* 45-99 , 20, pages 868-871. 

Des variants de ce virus HIV-1 designed par LAV 
ELI et LAV MAL, ont egalement et6 isol£s, caracterises 
30 et decrits dans la demande de brevet EP. 84/401 .834. 

L'isolement et la caracterisation de retrovirus 
appartenant & une classe distincte et n' ayant qu' une 
parent e immunologique reduite avec les precedents, ont 
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ete deer its dans la demande de brevet europeen n" 
87/400.151.4. publiee sous le n* 239.425. Ces retrovirus 
qui ont ete regroupes sous la designation HIV-2, ont ete 
isoles chez plusieurs malades africains presentant des 
5 sympt6mes d'une lymphadenopathie ou d'uri SIDA. 

L * etude de ces retrovirus HIV, l'isolement et 
1* analyse de leurs sequences nucleotidigues, ainsi que 
la caracterisation de leurs proteines antigenigues a 
permis d'effectuer des etudes comparatives entre les 
10 differentes souches obtenues au niveau de leur parente 
ou au contraire-de lcars specif icites tant structurales 
que fonctionnelles. 

Ces retrovirus HIV-1 et HIV-2 ont egalement ete 
etudies en cosiparaison avec un retrovirus d'origine 
15 simienne (design* par 1 'abreviation SIV ou STLV-III) et 
cette etude a permis de montrer une parente immuno- 
logique entre les proteines et glycoproteines du retro- 
virus HIV-2 et de ses variants et celles du retrovirus 
SIV. La glycoproteine d'enveloppe du retrovirus SIV 
20 x * a *it immunologiquement avec des anticorps diriges 
contre la glycoproteine d'enveloppe du retrovirus HIV-2 
et vice-versa. En revanche les glycoproteines d'enve- 
loppe du retrovirus SIV ou du retrovirus HIV-2 ne don- 
nent pas lieu a des reactions immunologiques croisees 
25 avec les glycoproteines d'enveloppe du retrovirus HIV-1. 

Les etudes realisees sur la structure des 
antigenes de surface de ces retrovirus ont conduit les 
inventeurs a s'interesser plus specialement aux 
proprietes immunogenes de differents peptides et 
30 polypeptides appartenant a ces antigenes, notamment aux 
glycoproteines d'enveloppe, ou aux glycoproteines 
transmembranaires de ces retrovirus. 

Differents peptides et polypeptides 

caracteristiques dont les sequences sont contenues dans 
35 les structures peptidiques de ces glycoproteines, soit 



2635532 



4 

directement issus de ces retrovirus, soit synthetises 
par- voie chimique, presentent une immunogenicite 
relativement faible. 

Dans le cadre de la presente invention les 
inventeurs ont recherche et defiriides moyens suscepti- 
bles de renforcer 1 ' immunogenicite de tels peptides ou 
polypeptides derives des glycoproteines d'enveloppe ou 
des glycoproteines membranaires de HIVs - ou elabores a 
partir de la connaissance de leurs sequences respec- 
tives,- ou encore de sequences fonctionnellement voisi- 
nes, en particulier pour les rendre aptes a induire in 
yi^o, la formation d'anticorps neutralisants vis -i- vis 
d'un ou plusieurs retrovirus du type HIV. 

Plus precisement, les inventeurs ont oriente 
leurs travaux vers la mise au point d'une structure 
biologique mixte dont I'un des elements est constitue 
par les susdits peptides ou polypeptides, 1' autre par 
des particules ayant les prpprietes immunogeniques et 
immunologiques essentielles de l'antigene de surface 
(souvent designe par l'abreviation HBsAg ou encore plus 
simplement HBs) du virus de 1' hepatite B. 

Des particules ayant les proprietes morpholor 
giques et immunogenes essentielles de 1'antigene HBsAg 
naturel, et produites par expression du gene S du virus 
de 1 'hepatite B dans des cellules eucaryotes, ont ete 
decrites dans le brevet europeen n' 0038765 depose le 22 
avril 1981. On rappelle brievement que ces particules 
HBs ont une taille approximative de 17 & 25, notamment 
22 nm de diametre. Elles ont egalement ete decrites dans 
l'article scientifique correspondant de M.F. DUBOIS et 
al, (1980), Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 21 , 4549-4553). 
Des particules semblables ont ete obtenues dans des 
levures (P. VALENZUELA et al, (1982), Nature, 298 . 
347-350) ou par 1 1 intermediate de virus recombinants 
(G.L. SMITH et al, (1983), Nature, JJQ2, 490-495). 
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Une methode pour produire ces particules com- 
prend la transformation de cellules eucaryotes par un 
vecteur appropriS, contenant le gene S sous la 
dependance d'un promoteur efficace dans ces cellules 
eucaryotes, la culture des cellules transformees et la 
recuperation des particules produites, soit a partir des 
cellules prealablement lysees, soit a partir du milieu 
de culture, lorsgue les particules y ont ete excretees 

par les lignees cellulaires utilisees (notamment dans le 

cas de 1 'utilisation de lignees cellulaires de singe, de 

hamster, de sour^s etc..) 

Le polypeptide majeur des particules HBs, cod* 

par le gene S a un poids moleculaire (PM) d' environ 

25400 daltons. Ce poids moleculaire est de I'ordre de . 

27000 daltons lorsque la proteine majeure est sous forme 

glycosyl*e. 

Dans le cadre de 1' invention, les inventeurs se 
sont egalement interesses a la preparation de proteines 
de PM plus eleve (de I'ordre de 34000 daltons), conte- 
nant non seulement la sequence polypeptidique du susdit 
polypeptide majeur codec pour la region S r ayant la meme 
extremit* C-terminale que le polypeptide majeur et en 
outre une sequence supplemental^ de 55 acides amines en 
position N-terminale (STIBBE X. et GERLICH W.H., (1983), 
J. Virology, A£, 626-628) codee par la region pre-S2 du 
genome de 1' hepatite B. Les inventeurs ont aussi etudie 
des particules resultant de la transcription des regions 
S, pre-S1 et pre-S2 (1 'ensemble de ces deux domaines est 
appele region pr6-S). 

Les proteines recombinantes ci-dessus s'assem- 
blent en particules d'une taille approximative de 22 nm. 

L' invention resulte de la conjonction dans une 
entite commune de facteurs concourant au resultat re- 
cherche a savoir : 

1/ un support consistant en des particules de HBsAg 
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comprenant plusieurs sites epitopiques T et B, dont 
1 ■ immunogenicite protectrice est acquise, quand elles 
n'ont pas ete aodifiees (et lorsque ses proteines de 
surface comprenent la sequence d'acides amines codee par 
la region pre-S du genome du virus de 1' hepatite B) , 
2/ un epitope T immunogene derive d'une glycoproteine 
d'enveloppe de HIV, 

3/ un epitope B appartenant egalement a une glycopro- 
teine d'enveloppe de HIV et selon la forme de reali- 
sation de 1' invention, 

4/ avantageusement d'un site d ■ attachement au recepteur 
CD4 de lymphocytes T4. Ce site-, en combinaison -avec les 
facteurs precedents, participerait a 1' induction Aq vivo 
des anticorps neutralisants contre HIV et a 1' induction 
d'une reponse cellulaire, accompagnee d'une action bio- 
quante des anticorps formes, des lors qu'ils sont diri- 
ges contre un site de fixation du virus. 

Le but que les inventeurs se sont fixe a ete 
atteint grace a la realisation de particules hybrides 
recombinantes presentant les caracteristiques morpho- 
logiques essentielles des particules de HBsAg, et com- 
prenant, affleurant a la surface de ces particules, 
1' essential de la sequence d'acides amin6s (S) codee par 
la region S et le cas echeant, tout ou partie de la 
sequence d'acides amines codee par la region pre-S. du 
genome du virus de 1* hepatite B en amont de ladite 
sequence d'acides amines (S), ces particules recom- 
binantes etant caracterisees en ce qu' elles comprennent 
en outre, une sequence d'acides amines immunogene in- 
duisant des anticorps neutralisants vis-a-vis d'un 
retrovirus de la famille HIV, ou susceptible d'etre' 
reconnue par de tels anticorps, cette sequence com- 
portant elle-meme au moins un. epitope susceptible d'etre 
reconnu par les lymphocytes B, au moins un epitope 
susceptible d'etre reconnu par les lymphocytes T, cette 
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sequence immunogene etant, soit inseree dans la sequence 
d'acides amines pre-S, soit substituee tout ou partie de 
la proteine pre-S. 

De facon particuli^rement avantageuse les 
5 particules hybrides recombinantes ci-dessus comprennent 
en outre un Bite d 1 attachement au recepteur CD 4 de 
lymphocytes T4 humains. 

I' invention concerne aussi un vecteur recombi- 
nant pour la transformation ulterieure de cellules com- 
10 petentes, alors aptes k produire de telles particules. 

~Le vecteur recombinant selon 1' invention com- 
prend un fragment d'acide micieique correspondant k la 
region S et le cas 6cheant k tout ou partie de la region 
pre-S de l'antigene majeur de surface du virus de 
15 1' hepatite B, et permettant lorsqu'il est introduit dans 
un h6te cellulaire eucaryote competent, d'induire la 
production de particules, ayant les caracteristiques 
morphologiques essentielles de l'antigene HBsAg et com- 
prenant une sequence decides amines caracteristique de 
2 0 la proline S de l»antigene HBsAg, k 1 Occasion de la 
culture de l'h6te cellulaire ainsi transforme et, de 
preference, 1' excretion de ces particules dans le milieu 
de culture, ce vecteur recombinant etant caracterise : 

- en ce qu'il comprend en outre une sequence nucleoti- 
25 dique exogene codant pour une sequence d'acides amines 

immunogene induisant des anticorps neutralisants vis- 
4-vis d'un retrovirus de la famille de HIV ou suscep- 
tible d'etre reconnue par de tels anticorps, comprenant 
au moins un epitope susceptible d'etre xecc.^u par les 
30 lymphocytes B, et au moins un epitope susceptible d'etre 
reconnu par les lymphocytes T, et 

- en ce que ladite sequence nucleotidique exogene est 
soit inseree dans ladite region pre-S, soit substituee k 
tout ou partie de la dite region pre-S. 

35 Avantageusement, la sequence nucleotidique ex- 
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gene code pour une sequence d'acides amines immunogene 
telle que definie ci-dessus et qui coxnprend en outre un 
site d'attachement au recepteur CD4 . 

Dans un mode de realisation prefere du vecteur 
recombinant, le fragment d'acide nucleique correspondant 
a la region S et le cas echeant a tout ou partie de la 
region pre-S est place sous le contrdle d*un promoteur 
reconnu par les polymerases d'un h6te cellulaire euca- 
ryote. 

L ' incorporation des sequences caracteristiques 
de HIV dans la region .pre-S (ou la substitution par- 
tielle ou total© de— cette region pre-S par lesdites 
sequences caracteristiques) permet a la fois 1' expre- 
ssion et 1' exposition des sequences 1 issues de HIV a la 
surface des particules ayant conserve les caracteristi- 
ques essentielles des particules HBsAg, et ce dans une 
conformation autorisant la conservation de leur immuno- 
genicitS naturelle et leur amplification, au point de 
les rendre aptes a induire in vivo la formation d'an- 
ticorps neutralisants vis-a-vis d'un retrovirus HIV. 

Avantageusement on a recours a des vecteurs re- 
combinants comprenant des sequences nucl£otidiques exo- 
geiies issues de HIV, choisies parmi celles qui presen- 
tent un grand degre de conservation au sein de dif fe- 
rents isolats de retrovirus HIV. 

La longueur des sequences nucleotidiques inse- 
rts dans . 1 1 enchainement nucleotidique comprenant la 
region S et le cas echeant tout ou partie de la region 
pre-S, doit etre compatible avec le maintien des pro- 
prieties structurales et conformationnelles (morpholo- 
giques) essentielles des particules porteuses HBs. Cette 
longueur depend dans une certaine mesure de la partie 
deletee de la region pre-S a titre indicatif . . . 
mais non limitatif . . . cette longueur correspond a une 
sequence de 5 a 100 residus aminoacides . La longueur de 




9 

la sequence inseree peut dans certaines formes de rea- 
lisation de 1 'invention, exceder celle de la sequence 
deletee. 

Dans un mode de realisation prefere des vecteurs 
5 recombinants selon 1' invention, la sequence nucleotidi- 
que exogene est inseree dans la phase de lecture appro- 
priee, dans la region pre-S (ou en anont du gene S) sous 
le contr61e d'un promoteur issu du SV40. 

Dans un node de realisation particulier de 
10 1' invention, I'acide nucleique recombinant est caracte- 
-rise en ce que la sequence nucleotidique exogene (issue 
de HIV) est substitute a la plus grande partie, sinon la 
total ite de la region pre-S2. 

En d'autres termes, la region pre-S2 subsistant 
15 apres 1' insertion de ladite sequence nucleotidique 
exogene est pratiquement entiereaent deletee, la sequen- 
ce nucleotidique exogene etant alors directeaent 
intercalee entre la region S, et la region pre-S1. Par 
sequence nucleotidique exogene, on entend les sequences 
20 dont les definitions sont donnees dans les pages 
precedentes ainsi que celles qui seront exemplifies 
dans la suite. Entreht toutefois dans le cadre de V in- 
vention des vecteurs transformes susceptibles de favo- 
riser 1 • integration dans le fragment d'acide nucleiquede 
25 HBs, des susdites sequences nucleotides exogenes. 

Des vecteurs recombinants particulierement 
adaptes a 1' expression des sequences nucleotidiques 
exogenes dans le cadre des proprietes recherchees, 
reaultent de la recombinaison d'un vecteur d' expression 
30 connu de HBsAg, design* par pSVS (voir a ce sujet la 
reference 11) et d'une sequence exogene, issu de HIV-2 
portee par un vecteur de clonage M13tg130. 

Un tel vecteur resulte de 1' insertion de .la 
sequence exogene dans la region pre-S2 de HBsAg (vecteur 
35 PM2S qui contient (la sequence pre-SI) ou de la 
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substitution d'une partie de la region pre-S par la 
sequence exogene (pSV2S dans lequel la region pre-S 1 a 
ete deletee). Ces deux vecteurs, non limitatifs des 
possibilites de realisation de 1* invention, contiennent 
une sequence nucleotidigue exogene caracteristique de la 
glycoproteine externe d'enveloppe de HIV-1 obtenue par 
clonage et designee par "clone 8". Elle est presentee a 
la figure 6. 

D'autres constructions peuvent etre obtenues en 
remplacant la sequence de HIV-1 ci-dessus par les se- 
quences nucleotidiques de HIV-2 bu de SIV correspondan- 
tes, ou encore par des sequences modifiees, immunoio- 
giquement equivalentes , capables cependant in vivo la 
production d'anticorps neutralisants diriges contre un 
retrovirus HIV. 

A titre d'exemple, les sequences inserees de 
facon preferee dans les enchainements de nucleotides 
ci-dessus sont les sequences nucleotidiques codant pour 
l'une des sequences d'acides amines suivantes : 
X 1 CHIRQI INTWHKVGKNVYLPPREGDLTC Z^ 
X 2 CHIKQI INTWHKVGRNVYLPPREGELSC Z 2 
X 3 CRIKQFINMWQEVGKAMYAPPISGQIRC Z^ 

dans lesquelles les couples X v Z 1 ; X 2 , Z 2 et X 3 , Z 3 
xepresentent soit des groupements CO0H ou NH 2 , soit des 
sequences d'acides .amines normalement respectivement 
associees aux parties centrales correspondantes des se- 
quences sus-indiquees dans les glycoproteines des re- 
trovirus SIV, HIV-2, HIV-1 qui normalement les con- 
tiennent : ces sequences comprenant notamment au total, 
jusqu'a 100 acides amines. 

D'autres sequences nucleotidiques egalement pre- 
ferees sont celles qui codent pour les sequences d* aci- 
des amines suivantes : 

RGEFLYCKMNWFLNWVEDRSLTTQKPKERHKRNYVPCHIRQ I INTWHKVGKNVYLP 
PREGDLTCNSTVTSLIANINWTDG ; 
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RGEFLY CNMTWFLNWI ENKTHRNYAPCHIKQI INTWHKVGRNVYLPPREGELSCNS 
TVTS I I ANID WQNN ; 

GGEFFYCNSTQLFNSTWFNSTWSTEGSNNTEGSDTITLPCRIKQFINMWQEVGKAM 
YAPP I SGQIRCS SN I TGLLLTRDGGNN ; 

5 Dans un mode de realisation particulier des 

particules ci-dessus la sequence d'acides amines exogene 
est soit inseree dans la sequence peptidique codee par 
la region pre-S2 du genome du virus de l'hepatite B, 
soit substitute i tout ou partie de cette sequence 
10 peptidique. 

De facon prefer**, les particules hybrides re- 
combinantes contiennent une sequence d'acides amines 
exogene choisie parmi celles qui ont deja ete indiquees 
a titre d'exemples preferes : 
15 X T CHIRQIINTWHKVGKNVYLPPREGDLTC Z^ 
X 2 CHIXQIINTWHKVGRNVYLPPRECELSC Z^ 
X 3 CRIKQFINMWQEVGXAMYAPPISGQIRC Z^ 

Ces sequences particulieres presentent des ca- 
racteristiques f onctionnelles inter essantes, notamment 
20 en ce qu'elles contiennent dans une sequence commune 
issue de HIV un site d ' attach ement aux lymphocytes T et 
recepteurs CD4 et un epitope T tres proche l'une de 
1' autre. 

Une extension de 1' application de l f invention 
25 consiste dans la realisation d'un vecteur recombinant 
exogene caracteristique d'une glycoprotein d'enveloppe 
de HIV mais depourvu de la sequence codant pour le site 
d'attachement au recepteur CD4. Une telle sequence 
exogene inseree dans la region pre-S definie ci-dessus 
30 peut conduire de facon interessante a la formation de 
particules hybrides recombinantes capables de presenter 
a leur surface les epitopes susceptibles d'etre reconnus 
par les lymphocytes B et les lymphocytes T et capables 
respectivement de contribuer a 1' induction d'anticorps 
35 ou d'une reponse cellulaire. 
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Des sequences d'acides amines exogenes prefer ees 
de l 1 invention, contiennent des sequences peptidiques 
respectivement caracteristiques des virus SIV, HIV-2 r 
HIV-1 et ont les sequences suivantes : 

5 RGEFLYCKMNWFLNWVEDRSLTTQKPKERHKRNyVPCHIRQIINTWHKVGKNVYLP 
PREGDLTCNSTVTSLIANINWTDG 

RGEFLYCNMTWFLNWIENKTHRNYAPCHIKQIINTWHKVGRNVYLPPREGELSCNS 
TVTSI I ANIDWQNN 

GGEFFYCNSTQLFNSTWFNSTWSTEGSNNTEGSDTITLPCRIKQFINMWQEVGKAM 

10 YAPPISGQIRCSSNITGLLLTRDGGNN 

D'autres sequences peptidiques exogenes peuvent 
entrex "dans le cadre" "de 1 1 invention des lors que les 
proprietes techerchees pour les particules recombinantes 
et qui ont ete precedemment definies, sont respectees. 

15 Les peptides et polypeptides immunogenes ca- 

racteristiques de HIV ou de SIV qui entrent dans le 
cadre de l 1 invention peuvent etre obtenus par synthese 
selon les techniques decrites dans le brevet US 4629783 
delivre le 16 Decembre 1986 a la societe GENETIC 

20 SYSTEMS. 

D'autres methodes dont les principes sont 
resumes ci-apres, pourront etre mises en oeuvre. 

Un principe de synthese est par exemple de 
mettre en presence une phase solide dans laquelle 

25 s 1 assemble la sequence du peptide et une phase liquide 
contenant solvants et reactifs. A chaque etape la 
separation entre le peptide en croissance et les 
reactifs se fait par simples filtrations et lavages. 

Initialement, le support solide qui porte un 

30 groupement reactif reagit avec le. carboxyle d*un acide 
amine introduit avec son o-HH 2 bloque (protege par 
exemple par le t-butyloxy carbonyle), pour etablir une 
liaison covalente. Apres deprotection de la fonction 
ami nee (par exemple en lavant avec un acide tel que 

35 1 'acide trif luoroacetique) , un deuxieme acide amine 
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protege est introduit pour former par couplage la 
premiere liaison peptidique. Le deuxieme acide amine, 
qui fournit le deuxieme amino-acyle de la sequence, est 
couple a partir du r£sidu amino-acyle C-terminal sur la 
5 fonction amine deprotegee du premier acide amine C- 

terminal de la chaine. De preference la fonction 
carboxyle de ce deuxieme acide amine est active^, par 
exemple par dicyclohexylcarbodiimide . Par une suite de 
reactions, deprotections et couplages, la synthese 
10 progresse du residu C- vers le residu N- terminal. 
Lorsque la sequence voulue a ete assemblee le peptide 
est decroche de la phase solide, par une reaction 
specifique de coupure de la liaison peptide-resine 
etablie initialement. 
15 Selon un autre mode de realisation de 

1' invention, on aura recours -a la technique de synthese 
en solution homogene decrit par HOUBENWEYL dans 
l'ouvrage intitule "Methode der Organischen Chemie" 
(Methode de la Chimie Organique) edite par E. Wunsch, 
20 vol. 15-1 et II, THIEME, Stuttgart 1974. 

Cette methode de synthese consiste a condenser 
successivement deux-a-deux les aminoacyles successifs 
dans l'ordre requis, ou a condenser des aminoacyles et 
des fragments prealablement formes et contenant deja 
25 plusieurs aminoacyles dans l'ordre appropri*, ou encore 
plusieurs fragments prealablement ainsi prepares, 6tant 
entendu que l'on aura eu soin de proteger au prealable 
toutes les fonctions reactives porters par ces amino- 
acyles ou fragments, a 1 1 exception des fonctions amines 
30 de l'un et carboxyles de 1 'autre ou vice-versa, qui 
doivent normalement intervenir dans la formation des 
liaisons peptidiques, notamment apres activation de la 
fonction carboxyle, selon les methodes bien connues dans 
1* synthese des peptides. En variante, on pourra avoir 
35 recours a des reactions de couplage mettant en jeu des 
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reactifs de couplage classique, du type carbodiimide, 
. tels que par exemple la 1-ethyl-3- ( 3 -dime thy 1- amino - 
propyl )-cdarbodiimide. Lorsque i'aminoacyle mis en 
oeuvre possede une fonction acide supplementaire 
5 (notamment dans le cas de 1 'acide glutamique) , ces 
fonctions seront par exemple protegees par des groupes 
t-butylester . 

L * invention se rapporte aussi a un h6te cellu- 
laire transforme par un vecteur recombinant parmi ceux 
qui ont 6te precedemment decrits et comp6tents pour 
assurer 1' expression de l*ins6rat contenu dans ce 
.^vecteur recombinant. 

A titre d' exemple, 1 1 expression de la particule 
hybride recombinante HIV-HBs peut §tre assuree dans 
15 diff6rents types cellulaires par des vecteurs plasmi-' 
diques ou viraux, par exemple les pox virus (du type du 
virus de la vaccine, les adenovirus, les baculo virus). 
Les techniques d* infection ou de transfection selon 
qu'il s'agit de virus ou de plasmide sont bien connues 
20 de I'homme de I'art. On pourra pour cela se reporter au 
brevet francais n* 245.136 ou a la demande.de brevet 
europeen publiee sous le n* 265.785. 

A titre d* exemple d'h6tes cellulaires adaptes 
pour la realisation de l 1 invention, on mentionne des 
25 cellules eucaryotes de mammifere par exemple des 
cellules CHO, ou encore des levures, par exemple 
Saccharomyces cereyjsia,e, . 

I»es procedes de transformation mis en oeuvre 
pour obtenir 1" expression de I'inserat du vecteur (et de 
30 mise en Evidence du produit d 1 expression) sont en 
eux-memes classiques, comme il resulte des exemples qui 
suivent. 

L 1 invention vise par ailleurs une composition 
vaccinante , contre des infections dues a un retrovirus 
35 HIV, caracteris^e en ce qu'elle comprend en tant que 
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principe actif, des particules recombinantes hybrides 
telles decrites dans les pages precedentes, en 
association avec un vehicule pharmaceutique acceptable. 

L 1 administration de ces compositions a un pa- 
5 tient pourra etre faite en utilisant des doses contenant 
d' environ 5 a environ 20 pg de particules recombinantes 
hybrides purifiees par dose. Ces doses seront par 
exemple administrees trois fois a un mois d'intervalle. 

L* invention concerne egalement un procede de 
10 Preparation d'un vecteur recombinant, caracterise par 
les etapes suivantes : 

- la recombinaison genetique in vitro i e cas echeant 
sous le contr61e d'un promoteur reconnu par les 
polymerases d'un hdte cellulaire eucaryote approprie, 
15 d'une part d'une sequence nucleotidique exogfcne codant 
pour une sequence d'acides amines immunogene, induisant 
des anticorps neutralisants vis-a-vis d'un retrovirus de 
la famille de HIV ou susceptible d'etre reconnue de tels 
anticorps, cette sequence exogene comprenant au moins un 
20 epitope susceptible d'etre reconnu par les lymphocytes 
B, et au moins un epitope susceptible d'etre reconnu par 
les lymphocytes T f et d' autre part, un enchainement de 
nucleotides correspondant a la region S et le cas 
echeant a tout ou partie de la region pre-S du genome du 
25 virus de 1' hepatite B et 

- la recuperation du vecteur recombinant forme compre- 
nant les elements tels qu'ils ont ete definis plus haut. 

On procedfe semblable peut etre applique pour 
obtenir la formation d'un vecteur recombinant precedem- 
30 ment defini, dans lequel la sequence exogene inseree 
code pour une sequence d'acides amines comprenant en 
outre un site d ' attachement au recepteur CD4. 

La recuperation du vecteur recombinant peut etre 
realisee par les procedes connus, notamment par hybrida- 
35 tion selective avec, d'une part, des sondes nucleotidi- 
ques caracteristiques des sequences correspondantes du 
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genome d'un retrovirus HIV, d' autre part, avec des 
sondes caracteristigues de la region S du genome du 
virus de 1' hepatite B. 

L ' invention se rapporte aussi 4 des compositions 
pour le diagnostic • in vitro d'une infection due a HIV 
par detection de la presence d'anticorps neutralisants 
dans un milieu biologique d'un patient. De telles 
compositions comprennent des particules hybrides 
recombinantes exprimant 4 leur surface un ou plusieurs 
des polypeptides ou peptides de HIV-1 ou HIV-2- ou SIV, 
ou un melange de ces particules hybrides recombinantes. 

L 1 invention * coricerne aussi 1* utilisation de ces 
particules hybrides recombinantes pour realiser un test 
de diagnostic in vitro de la presence d'anticorps 
resultants d'une infection par HIV caracterise par : 

- la mise en contact d'un milieu biologique d'un patient 
avec des particules recombinantes hybrides, 

- la detection du produit de reaction eventuellement 
forme a savoir un complexe anti gene- ant ic orp s . 

Les moyens de detection du complexe antigene- 
anticorps sont ceux connus de l'homme de l'art notamment 
le marquage radioactif . Le test pourra, selon la com- 
position des particules hybrides recombinantes, etre 
applique pour le diagnostic selectif de HIV-1 ou HIV-2, 
ou pour le diagnostic non selectif grace a 1 1 utilisation 
de compositions comprenant des particules exprimant a 
leur surface des sequences de HIV-1 et de HIV-2 ou une 
sequence caracteristique des deux virus a la fois. 

De meme 1» invention concerne un procede pour le 
diagnostic in d'une infection due 4 HIV, caracte- 

rise par les etapes suivantes : 

- mise en contact d'une composition ci-dessus definie 
avec un milieu biologique d'un patient susceptible de 
contenir des anticorps neutralisants contre HIV, 

- detection de la formation d'un 6ventuel complexe 
antigene-anticorps . 
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Par milieu biologique on entend tout echantillon 
susceptible de contenir des anticorps, tel que le serum 
d'un patient. 

L* invention vise encore un procede pour la pro- 
5 duction des particules hybrides recombinantes ci-dessus, 
caracterise par les etapes suivantes : 

- la transformation d'un h6te cellulaire determine avec 
un vecteur recombinant tel que decrit ci-dessus, dont le 
promoteur eventuellement present dans le vecteur est 

10 reconnu par les polymerases de l'hdte cellulaire 
transforms, 

- la culture de l'hfcte cellulaire sur un milieu appro- 
prie et la recuperation des particules formees, plus 
particulierement celles excretees dans le milieu de 

15 culture. Ces particules sont alors caracterisables non 
seulement par leur caracteristiques morphologiques et 
leur reactivite immunologique avec des anticorps 
anti-HBs, mais egalement par leur aptitude a etre re- 
connues par les anticorps anti-HIV correspondants ou a 

20 induire de tels anticorps. 

D'autres caracteristiques et avantages particu- 
lieres de l« invention apparaitront dans les exemples qui 
suivent et qui sont illustres par les figures. 
MATER I ELS ET METHODES 

25 Cvnptrugtipn fle vecteur 

M13tg130 est un vecteur de clonage derive du 
bacteriophage M13. Comme I'on decrit KIENY et al (14), 
il contient dans la sequence 5' du gene codant pour la 
beta-galactosidase, 11 sites uniques de restriction 

3Q constituent un polyadaptateur (polylinker) (voir figure 
1). L* insertion de fragments d'ADN exogene dans ce 
•poly linker" peut etre detectee par absence de 
coloration par X-gal. Le criblage des plaques bleues par 
hybridation in situ permet la detection des fragments 

35 d'ADN inserts en phase. 
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I#e vecteur d' expression de HBsAg, pSVS (11) a 
ete modifie pour y inserer le segment EcoRI -Sail de 
l'ADN de M13tg130 contenant 10 sites de restriction 
entre les sites EcorRI et Xhol de la region pre-S2 du 
5 genome du virus de 1" hepatite 3 encore designe par HBV 
(abreviation anglaise de Hepatitis B virus). La fusion 
entre les sites de restriction Sail et Xhol restaure le 
cadre de lecture dans la region pre-S2. La region pre-S1 
du vecteur resultant pM2S a ensuite ete deletee. Le 

10 vecteur obtenu a ete design^ par pSV2S. Dans cette 
construction, la fusion entre l'ADN clone et le gene S 
adjacent a la region pre S2 est placee" sous le controle 
direct du promoteur precoce de SV40. 

En utilisant des moyens analogues, on a obtenu 

15 un vecteur designe par pSVS XL par recombinaison entre 
pSVS et pM2S au niveau des sites Xhol etSmal respective- 
ment . 

Transfection des cellules animales 

Des cellules d'ovaire de hamster . chinois dhfr" 

2Q (CHO) du clone DXB11 (15) ont ete maintenues sous forme 
de monocouche dans un milieu Ham F12 complete avec 10 % 
de serum de veau foetal. Les cellules ont et6 tranfec- 
tees } en utilisant la methode au phosphate de calcium 
decrite dans la reference (16) avec un choc au glycerol 

25 € heures plus tard (Parker et al.1979). Une cotrans- 
fection avec le vecteur pSV2 dhfr selon le principe 
rappele dans la reference (17) permet la selection des 
clones stables expriaant les proteines de fusion avec 
HbsAgC encore appelees proteines recombinantes) . 
L' amplification des sequences trans formantes a ete 
obtenue en procedant a une culture cellulaire en 
presence de concentrations croissantes de methotrexate 
(MTX) (18). 
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Product i on — si — purification des parti r^ » ff 

rccombinantes d* hiv-hbsAo. 

Des clones stables exprimant les particules 
reconbinantes de HBsAg ont et6 cultivees jusqu'a 
5 confluence et ont et£ alimentes tous les trois ou quatre 
jours avec un milieu de culture contenant seulement 5 \ 
de serum de veau foetal. Les surnageants de cultures 
cellulaires ont *te recuperes, clarifies et les 
particules de HBsAg ont ete concentrees par 
10 Palpitation par le sulfate d f ammonium et purifiees a 
deux reprises' dans un gradient isofcycnique de CsCl suivi 
par un gradient de velocite en sucrose de 0 a 20 \. 

laayjaahlata 

1 ug environ des particules recombinantes puri- 
15 fiees a ete soumis a ebullition dans un tampon de 
Laemmeli, s£pare par *lectrophorese sur gel de polyacry- 
lamide dodecyl sulfate de sodium 12, 5\ (NaDodS0 4 ) et 
electrotransfere sur des filtres de nitrocellulose 
(SCHLEICHER & SCHULL) . 

20 Les P*°tSines immobilisees sur les filtres ont 

reagi avec les different* antisera suivants : a-p49a 
(19), antiserum anti-peptide de lapin specif ique de 
HBsAg, 18/7 (20) anticorps specif ique de la region 
pre-S1 de HBV et un antiserum dirige contre les regions 

25 de la GP160 de HIV1 (figure 2) obtenu a partir de lapins 
en utilisant des peptides synthetiques couples avec un 
serum albumine bovine (BSA : abreviation anglaise de 
•bovine serum albumine") ou 1 ' hemocyanine limpet keyhole 
(abreviation anglaise : KLH). 

30 Le6 P*oteines immunoreactives finales ont et* 

detectees par des anticorps anti-lapin ou par des immu- 
noglobulines de souris conjuguees avec de la peroxydase 
(AMERSHAM) et ont et* rev61es avec la diaminobenzidine. 



35 
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Immunisations et mesures de la product ion d'an- 

tigorp? 

Des lapins ont 4t6 immunises deux ou trois fois 
a un mois d'intervalle par injection intradermique 
5 d 1 environ 4 pg de particules recbmbinantes de HBsAg pu- 
rifiees (tableau 1) dans l'adjuvant complet de Freund. 
Des sera ont 6te obtenus 30 jours apres la derniere 
injection. 

Ces antisera ont 6te testes pour connaitre leur 

10 niveau de production d' anticorps, par la mfethode ELISA 
(Enzyme Linked Immunpabsorbent Assay), en utilisarit, en 
phase solide, des particules HBsAg derivees du plasma 
(Hevac B.Pasteur, produit par Pasteur Vaccins France) ou 
des peptides synthetiques car act&r is tiques de HIV (voir 

15 figure 2). Les peptides synthetiques ont 6te fournis par* 
Monsieur le Dr ROCHAT (UA. 553, CNRS MARSEILLE), Tous 
les antigenes ont ete utilises a une concentration de 1 
pg/ml sur des plaques de microtitrage (FALCON "Probind") 
et les tests ELISA ont 6te realises comme dfecrit par 

20 CHARBIT et al (21). 

Eggajs gyr les anticorps neutralises 
Pour mettre en evidence 1« activity neutralisante 
des anticorps contenus dans les sera, on a utilise des 
lymphocytes stimulus du sang pheripherique humain (PBL) . 

25 Ces cellules ont ete utilises pour leur sensibility a 
1' infection a HIV. Diffdrents £chantillons d'un isolat 
LAV BR0 d * crit P ar MONTAGNIER et al (22) ont 6t6 utilises 
comme inoculum de virus. Chaque dilution de serum a fete 
pre-incubee avec un volume 6gal d' inoculum viral pendant 

30 1 heure a 37 *C. Le melange a ensuite 6t6 ajoutfe a une 
quantity de 4.10 6 PBL humains dans un milieu RPMI 16-40 
comply t6 avec 10 \ de sierum de veau foetal contenant 20 
U./ml d'interleukine, 2,2 pg/ml de polybrene et 25 U./ml 
de s6ra anti -inter f 6ron. 

35 Apr^s' 1 heure d'incubation a 37 # C, les cellules 
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ont 6te rincees et cultivees dans des milieux RPMI com- 
plets. Les surnageants ont ete retires deux fois par 
senaine et les nines dilutions des sera testes ont ete 
ajoutees dans les nouveaux milieux les deux premieres 
5 fois. Les sumageants ont ete congel^s a -70 # C et testes 
pour connaitre leur activit6 reverse-transcriptase 
(activite RT) (23). 
RESULT ATS 

Clonage des fragments d u gene d'enveloppe de HIV 
10 dans un vecteur d 1 expression eucarvot* de HBsAa 
Le clonage a ete realise- en deux etapes : 
Dans une premiere etape, on a construit une 
banque genomique d 'expresssion, dans le bacteriophage 
M13tg130 et les fragments d'ADN sSlectionnes ont et6 
15 transfer** dans le vecteur d' expression d 'HBsAg. Le 
bacteriophage M13tg130 est un vecteur de clonage et de 
sequencage portant au niveau du cinquieme codon du gene 
lacZ de Er gfllii un poly linker (polyadaptateur ) 
contenant 11 sites de restriction uniques. Des fragments 
20 d 1 ADN du genome de HIV coupes au hasard et comprenant de 
50 a 1000 paires de base p ont ete clones dans les sites 
Saal et EcoRV du bacteriophage M13tg130 (figure 1). 
L' hybridation in situ et le sequencage ont permis de 
reperer precisement le fragment clone dans la region 
25 codant pour l'enveloppe de HIV1 , 

Les fragments de HIV selectionnes ont ete 
transferes dans le vecteur d' expression de HBsAg, pSV2S 
(figure 1). psV2S est obtenu par modification d'un 
vecteur d' expression pSVS precedemment decrit dans la 
30 Darti * "Hateriels et Hethodes". pSVS comprend la se- 
quence de SV40 contenant l'origine de replication, les 
promoteurs tardif et precoce, l'activateur et les sites 
d 1 initiation de l'ARN^. On trouve au voisinage immediat 
du promoteur precoce, des sequences de HBV contenant la 
35 region genomique pre-S2, le gene S, et une sequence 
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permettant la polyadenylation de I'ARN messager de 
1'HBsAg. Dans le vecteur pSV2S f la partie de la region 
pre-S2 a ete deletee et remplacee par le polyadaptateur 
M13tg130. Dans cette . construction, le polyadaptateur 
5 permet 1' insertion d*un fragment d'ADN en phase avec la 
region pre-S2 et le gene S. Ainsi, tout fragment clone 
dans le cadre de lecture correct du gene LacZ dans le 
bacteriophage H13tg1 30 peut etre facilement transfer* en 
phase avec le gene S dans le vecteur d' expression pSV2S. 

10 Un autre derive de pSVS est le vecteur pSVS XL 

dans lequel l'adaptateur M13tg130 permet aisement 
- I 1 insertion en phase d'une sequence exogene" dans la 
region pre-S2. Dans cette construction, les antigenes 
pre-SI et pre-S2 sont exprimes de fagon adjacente avec 

15 I'antigene etranger. 

Parmi les fragments correspondant a l'enveloppe 
de HIV et obtenus dans la banque, trois ont ete etudies 
en detail. 

Le plope nj,? contient un inserat de HIV forme de 
20 52 paires de bases (bp) (nucleotides 6440 a 6491), situe 
dans la partie mediane dans la sequence codant pour la 
GP120 (figure 2). II couvre une. region conservee entre 
les differents isolats de HIV1 (3). 

Le glone n*8 contient un inserat de HIV de 252 
25 paires de bases (nucleotides 6915 a 7166), correspondant 
k la partie sub- car boxy terminale de la prpteine GP120 
(figure 2). Cette region est relativement bien conservee 
parmi les differents isolats et pr^sente une homologie 
avec la region constante de la chaine lourde de 
30 l'immunoglobuline (reference 24). De plus, une partie du 
fragment d'ADN code pour un domaine implique dans 
I'attachement de la proteine GP120 au recepteur du 
virus, la molecule CD4 (reference 25). 

Ir€ clQpe n*^ contient un inserat de HIV ayant 55 
35 paires de bases (nucleotides 7306 & 7360) situe dans une 
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region codant pour la partie amino -terminal e de la 
proteine transmembranaire GP41. Cctte region est 
conservee dans les isolats de HIV et partage une 
homologie avec la proteine de fusion d'autres virus 
5 (26). 

Expression des proteines de fusion H IV-HBV dans 
les cellules transferees 

Les vecteurs d' expression de HBsAg contenant les 
fragments du gene d'enveloppe de HIV-1 ont ete utilises 
10 pour transfecter des cellules CHO. Les clones stables 
exprimant HBsAg, detsctes par un test RIA specif ique 
pour la proteine majeure d'enveloppe d'HBV ont ete 
cribles pour detecter I 1 expression du gene heterologue. 
lis ont ensuite ete caracterises par analyse selon la 
15 methode dite 'Northern blot" et 1 ' ARN messager hybride a 
ete observe. Les particules secretees ont ensuite ete 
purifees a partir du surnageant de culture cellulaire 
par un procede utilise pour les particules de HBsAg 
(11). Les particules recombinantes HIV-HBsAg ont A peu 

2 q pres la meme densite dans un gradient CsCl que les 
particules natives. Les proteines des particules 
recombinantes ont ete separees par electrophorese sur 
gel de polyacrylamide NaDodS0 4 , transferees sur des 
f iltres de nitrocellulose et testees avec des antisera 

25 obtenus A partir de lapin et diriges contre le peptide 
synthetique correspondant soit A la particule HBsAg soit 
aux determinants de l'enveloppe de HIV (figure 3). 
Les resultats suivants ont ete observes : 
PflrtlCUlt recombinante n # 2 s en plus de la 

3Q proteine majeure HBsAg et de la proteine correspondante 
sous forme glycosylee GP26 # le serum anti-p49a a revele 
4 bandes dans l'intervalle de 27 000 A 32 000 daltons 
correspondant A la proteine moyenne (figure 3A, ligne 
1). les 4 bandes sont egalement fortement revelees par 

35 un serum dirige contre le peptide de HIV1 homologue 
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(pep 5) (figure 3A, ligne 1). Ceci a montre que la 
particule recombinante HBsAg n # 2 porte un determinant 
Stranger. Les quantites de proteines moyenne et majeure 
sont pratiquement les memes. La proteine moyenne 
5 fusionnee est presente sous quatre formes, en fonction 
de la glycosylation des regions de HBV (1 site de 
glycosylation) et de HIV (2 sites possibles de 
glycosylation). 

Partipule — recombinants n'fi : Le serum anti-p49a 
10 a revele une proteine majeure de HBsAg sous deux formes 
(P22 et GP26) ainsi que des bandes correspondant a un 
poids moleculaire s'etendant de 37 OOO^a 46 000 (figure' " 
3B, ligne T). Des sera diriges contre deux peptides 
homologues n* 6 et n* 7 ont revele la meme repartition 
15 de proteines lourdes (figure 3B, lignes 2 et 3) demon- • 
trant la presence d'un determinant de HIV dans les 
particules. La guantite de proteine moyenne fusionnee 
est moins importante que la quantite de proteine ma- 
jeure. La proteine de 37 kd correspond 4 la proteine 
20 fusion non glycosylee et les proteines de plus de haut 
poids moleculaire correspondent aux formes glycosylees 
(5 sites possibles de glycosylation dans la partie HIV). 
Les sera anti-peptides ont egalement revele une proteine 
de 67 kd qui correspond a la serum-albumine co-purifiee. 
25 Particule recombinante n'6 : le serum anti-p49a 

a revele une proteine majeure HBsAg et sa contrepartie 
glycosylee mais n'a pas revele de proteine moyenne 
(figure 3C, ligne 1). Un triplet de bandes de hauts 
poids moleculaires a ete observe ; il est aussi revele 
2Q par un anticorps monoclonal contre I'antigene pre-S1 
(figure 3C # ligne 2). La taille de ces proteines est* 
compatible avec celle de la grande proteine HBsAg, 
comprenant le peptide etranger dans ses formes 
glysosylee et non glycosylee. 
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Rfeponse immutaire humoral* a des na Tt j n]1rr 
recpmfrjnanteg BBaAa 

Des lapins ont ete immunises deux ou trois f ois 
a un mois d 'intervalle, avec chacune des particules 
5 recombinantes HBsAg ci-dessus, dans un adjuvant de 
Freund complet (voir "Materiels et Methodes"). La 
sp6cificit6 de la r6ponse immunitaire a ete determine 
par un test ELISA en utilisant des particules d^riv^es 
du plasma et dif f erents peptides correspondants de HIV1 . 
10 Des antisira ont 6galement ete testes contre les pepti- 
des pr£-S2 ^sequence d'acides amines de la-proteine 
d'enveloppe de l'HBV comprise entre les numeros 120 a 
145 inclus) (tableau 1). 

Tous les lapins ont d6velopp6 des anticorps 
15 contre les particules HBsAg natives, * dif f erents 
niveaux. La plus faible reponse a ete obtenue pour le 
recombinant n* 8, ce qui peut s'expliquer par la taille 
relativement grande de l'antig^ne etranger (84 acides 
amines) qui peut entrer en competition avec les deter- 
2Q minants HBsAg ou les masquer. Au contraire, la meilleure 
reponse dirig6e contre le peptide Stranger a ete obtenue 
avec ce recombinant n 9 8, ce qui suggfcre dans ce cas une 
presentation pr6dominante des determinants antig^niques 
HIV vis-a-vis des determinants antigeniques de HBsAg. 
25 Dans les recombinants n* 2 et n*6, les antig^nes 

exogines appartenant a HIV sont plus petits et de taille 
comparable (18 acides amines et 20 acides amines). Les 
reponses dirigees contre les peptides observes dans les 
deux cas sont plus faibles que celles dirigees contre 
30 les particules HBsAg natives. Le taux de proteine de 
fusion vis-a-vis de la proteine majeure native est eieve 
dans le recombinant n*2 (voir figure 3). Ces resultats 
suggerent une faible immunogenicite de la sequence 
inseree dans ce recombinant. Une reponse avec les 
35 peptides pre-S2 est obtenue uniquement pour le 
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recombinant n*6 resultant de 1' expression dans le 
vecteur pSV XI* (figure 1). Des antisera des deux autres 
lapins immunises avec des particules obtenues par 
expression dans le vecteur pSV2S sont negatives et 
5 servent de contr61e. 

Neutralisation de 1' infection due * HIV in vitr o 
PJ* < 3 es — — immrauns diriges contre les particules 
recombinant es n'8 

Des lapins ont ete immunises avec des particules 
10 recombinantes HIV-HBsAg et les sera ont ete testes pour 
connaitre leur capacite a neutraliser 1 'isolat LAV1 BR(J 
(24). h % infection virale dans les lymphocytes" du sang 
peripherique a ete etudiee grace a l'activite reverse- 
transcriptase (RT) pendant trois a quirize jours. L'essai 
15 realise est fonde sur la reduction de l'activite RT en- 
presence de serum immun, le resultat etant * compare au 
resultat obtenu en presence de serum pre-immun du meme 
lapin. 

Dans ce test, les anticorps ne peuvent pas heu- 
20 trali «* efficacement le virus si des quantites satu- 
rantes de virions infectieux sont presentes. 

C'est pourguoi les tests ont ete realises a 
partir des differents antisera dilues (1:50) pour 
neutraliser les differents echantillons de virus (figure 
25 4A, 4B, 4C). Le serum du lapin immunise avec la 
particule recombinante n'8 a neutralise integralement 
l'infectivit6 virale du virus le moins infectieux 
(figure 4) et on a observe une diminution de l'activite 
RT de 95 V a 63 \ et 35 \ lorsque I'ona augmente - 
30 1'infectivite de l'echantillon viral (figure 4D). Ceci 
montre que la capacity de neutralisation des antisera 
est fonction de la quanta te de virus. 

Des antisera correspondant aux particules recom- 
binantes n'6 ont donne une neutralisation faible a une 

35 
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faible concentration de virus mais on n'a pas pu de- 
teeter une reduction de l'activite RT avec 1' antiserum 
de lapin immunise avec le recombinant n* 2, meme a une 
faible concentration de virus. 

De plus, la neutralisation de differents isolats 
de HIV1 a ete examinee en utilisant une concentration 
constante de virus avec une dilution variable des 
antisera diriges contre la particule recombinante n*8. 

La figure 5 aontre une reduction de 50 \ de la 
capacite infectieuse de 1'isolat I»AV BRU avec une dilu- 
tion~1/50 compareeau serum pre-iEmunv— 

L'activite neutralisante de cet anti-serum con- 
tre 1'isolat zairois de HIV1 a egalement ete montree :' 
un effet neutralisant de 50 V a ete observe a une 
dilution 1/25, sur LAV^ (3) (figure 5). 
DISCUSSION 

la glycoproteine interne d'enveloppe de HIV1, 
GP120, a priori interessarite pour sa capacity a induire 
une r6ponse immunitaire protectrice vis-a-vis de HIV, 
contient des regions conservees et d'autres regions va- 
riables entre les differents isolats de HIV. tes sequen- 
ces conservees a I'interieur des doaaines constants 
pourraient correspondre a des regions de sequences ayant 
une importance fonctionnelle potentielle. Comme le mon- 
trent les resultats rapportes plus haut, ces differentes 
regions conservees de l'enveloppe de HIV1 ont ete choi- 
sies et exprimies sous forme de proteines de fusion avec 
la proteine moyenne de l'antigene de surface de 
1" hepatite B. 

La particule HBsAg pr£sente de bonnes proprietes 
immunogenes selon deux aspects exploited par les 
inventeurs : 

i) e'est un polymere de haut poids moleculaire portant a 
sa surface de nombreuses copies de determinants 
antigeniques ; 
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ii) elle porte egalement des epitopes T qui peuvent etre 
utiles dans la reconnaissance d ' epitopes B etr angers par 
le systeme immunitaixe (27). 

Parmi les trois differentes regions conservees 
de HIV etudiees plus haut, I'une d'entre elles (clone 
n*8) est liee au site de liaison CD 4 (25), une autre 
(clone n*6) pourrait etre impliquee dans le processus de 
fusion (26), et la troisieme (clone n'2) n'est reliee a 
aucune activite biologique connue. 

Les particules recombinahtes HIV-HBsAg obtenues 
par fusion de ces determinants antigeniques avec le 
produit du gene de la region pre-S2 ont ete etudiees en 
utilisant des anticorps diriges contre des peptides 
homologues synthetiques . Des analyses Western-blot ont 
permis de mettre en evidence la presence des determi- 
nants antigeniques HIV sur les particules et la glyco- 
sylation probable des proteines de fusion. Les taux de 
proteine de fusion et de proteine native majeure 
observes dans les differentes particules recombinantes 
sont variables. Pour le recombinant n'8, la proteine de 
fusion est apparemment moins abondante, ce qui peut etre 
lie 4 la taille relativement importante de la sequence 
etrangere inseree. La taille d'origine du produit de 
traduction pre-S2 de HBV est de 55 acides amines alors 
que la construction de proteine de fusion augmente cette 
taille jusqu'a 111 acides amines. La taille de la 
proteine a fusionner pourrait contrarier son insertion 
dans les particules de HBsAg. 

Pour les recombinants n*6 et n'2, le taux entre 
la proteine de fusion et la proteine majeure est compa- 
rable a celui observe entre la proteine moyenne et la 
proteine majeure dans les particules obtenues par trans- 
fection du vecteur d' expression pSVS des particules 
HBsAg d'origine (11). 

L' immunogenic^ des particules recombinantes 
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HIV-HBsAg a ete rapport 6e plus haut. La reponse humoral e 
est dirigee contre deux regions antigenigues et montre 
que les epitopes etrangers sont presents de facon effi- 
cace a la surface des particules. 
5 L'activite biologique des anticorps a ete testee 

lors d'essais de neutralisation in vitro . Des Epitopes 
neutralisants et non-neutralisants ont 6te nis en 6vi- 
dence dans les proteines d'enveloppe de HIV. Des anti- 
corps diriges contre les recombinants n*8 ont un effet 
1Q neutralisant potentiel sur l'isolat HIV (LAV fiRU ) utilise 
a l a origin* pour fabriquer des prolines de fusion. Un 
effet plus faible a et£ observe lorsque les anticorps 

ont reagi avec un isolat de HIV1 different (LAV-.--). 

ELI 

L'inserat de HIV utilise dans le recombinant n*8 couvre 
15 deux regions relativement bien conservees parmi les 
differents isolats HIV1, ces deux regions etant separees 
par une region hypervariable caracteristique de l'iso- 
lat. Dans cette region, CEASE et al ont identifie un 
Epitope de cellule T (30). 

20 De plus, des experiences faisant appel a des 

anticorps monoclonaux diriges contre la GP120 ainsi que 
des experiences de mutagenese In vitro ont permis 
d* identifier une sequence importante pour 1 1 interaction 
avec le recepteur CD4 (25). On sait egalement qu'une 

25 protiine de fusion a et# produite dans E. coli portant 
une sequence chevauchant en partie la sequence prece- 
demment utilisee et capable de conduire a la formation 
d'anticorps neutralisants et a une reponse iamunitaire 
cellulaire (31). Dans le systeme HBsAg, les proteines de 

3Q fusion peuvent etre glycosylees normal ement, ce qui peut 
fctre un element important pour la production d* anticorps 
ayant une forte af finite vis-a-vis des epitopes et capa- 
bles de bloquer 1 1 interaction de la proteine d'enveloppe 
de HIV et du recepteur CD4. De plus, le determinant 

35 antigenique de HIV semble mieux expose A la surface des 
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particules que dans la proteine virale native GP. L'ef- 
ficacite inferieure de la neutralisation observee avec 
l'isolat zairois IAV £LI peut etre attribuee a la va- 
riation de la sequence d ' aminoacides d' environ 30 % dans 
5 une region detenainante pour- 1 ' interaction entre le 
virus et le recepteur CD 4 (25). 

Les anticorps diriges contre les recombinants 
n'2 et n # 6 ont egalement ete testes dans des experiences 
de neutralisation. Les sequences de HIV portant le 
1Q recombinant n*2 n'ont pas induit d* anticorps neutrali- 
sants lors de ces experiences. Une reponse immunitaire 
faible des afiim^ux utilises ou une faible immuriogenicite 
de la region impliquee dans le recombinant n # 2, pourrait 
expliquer ce resultat. La par tie amino- terminal e de la 
15 GP41 pourrait etre impliquee dans le processus de fusion 
et en consequence dans la neutralisation virale. 

De meme, l'effet potentiel des anticorps obtenus 
par immunisation avec le recombinant n'6 vis-a-vis de 
l'infectivite de HIV1 a ete testee. L'effet neutralisant 
2Q est faible et 1' inhibition de la formation des syncitia 
n'est pas complete. Ce resultat pourrait etre attribue a 
a la taille limitee de I'inserat de HIV. 

Les inventeurs ont done realise un systeme po- 
tentiellement capable de permettre la presentation des 
25 determinants antigeniques etrangers de I'enveloppe de 
HIV, ce systeme permettant en outre la .production 
d 1 anticorps neutralisants diriges contre une region de 
la proteine d'enveloppe qui presenterait sous forme 
native des proprietes immunogeniques faibles ou ne 
3Q serait pas presentee a la surf ace dans cette proteine 
native. 

Par ailleurs, la juxtaposition de determinants 
antigeniques de HBV et de HIV a la surface de la meme 
particule immunogenique peut permettre la realisation de 
35 vaccins polyvalents. 
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D'autres caracteristiques et propri^tes de 
1' invention apparaitront dans les figures qui suivent 
dont les legendes sont donnees ci-apres. 

- Figure 1 

5 Vecteur d' expression et de clonage des fragments 

du gene de l'enveloppe de HIV. M13tg130 est un vecteur 
de clonage des fragments d'ADN de HIV. La region hachu- 
ree represente la partie N-terminale du gene de la 
&-galactosidase. Dans cette region, on trouve un 
10 adaptateur presentant de multiple sites de clonage. El : 
EcoRI, se : Saml f S3 : SstI; EV : EcoRV, Sp •:• SphI, K : 
Kpnl, Xb : Xbal, H : Hindlll, B : BamHI, Sa : Sail, P : 
Pstl. 

PSVS, pM2s f pSV2S et pSVS XL sont des vecteurs d'expres- 
15 sion. 

Xh : Xhol 

- Figure 2 

Representation schematique de la sequence d'aci- 
des amines des fragments d'enveloppe de HIV fusionnee 

20 avec HBsA 9- Le systeme de numerotation est celui qui a 
ete donne par ALIZON et al dans I'article cite sous la 
reference (3). Les points et les f leches correspondent 
respectivement aux sites potentiels de glycosylation et 
aux cysteines conservees. Les sequences des 4 peptides 

25 representent les regions conservees entre les isolats de 
HIV1 et de HIV2. 

- Figure, 3 

Analyse Western-blot des particules xecombinan- 
tes de HBsAg. Les particules recombinantes n*2 (A) , n # 

30 6 (b), n*6 (C), ont reagi avec : un serum ant-p49a dilu* 
A 1:500 (lignes Al, B1, C1), un antiserum anti -peptide 5 
(ligne A2) f un antiserum anti-peptide 6 (ligne B2) r un 
antiserum anti-peptide 7 (ligne B3) a une dilution de 
1:25 et k une dilution de 1:200 d'un anticorps monoclo- 

35 nal 18/7 (ligne C2). Les tailles sont donnees en kilo- 
daltons . 
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- Figure 4 

Test de neutralisation : la cinetique de la 

neutralisation in vitro des different s echan til Ions de 

virus (A, B, C) par un antiserum dilue a 1:50 obtenu 

5 apres immunisation d'un lapin avec le recombinant n'8 

(o — o) ou avec un serum pre-immun (o o) . L'activite 

reverse transcriptase a 6t6 determinee par l'incorpo- 
3 

ration de |H| thymidine triphosphate (en cpm). Sur le 
graphique D, chaque point represente le pourcentage 
10 d 1 inhibition RT pour A r B, C calcule comme suit 

cpm test RT sur culture avec serum immun 

... ^ : • • x 10Q 

cpm test RT sur culture avec serum pre-immun 

- Figure 5 

15 Neutralisation de HIV avec un serum immun de 

lapin dirige contre le recombinant n* 8: Des sera 
pre-immun (ligne continue) et immun (ligne pointillee) 
ont ete testes pour connaitre la neutralisation du virus 
dans des cultures cellulaires, en utilisant deux isolats 

20 differents LAV BRD - (cercles) LAV^j (triangles). 
L'activite reverse transcriptase a &t£ mesuree apres 7 a 
10 jours dans des suraageants de cultures cellulaires. 

- Figure 6 

Sequences des proteines d'enveloppe des pro- 

25 t6ines d'enveloppe des retrovirus SIV , HIV-2, HIV-1. 
*" " ma c 

Dans cette figure les tirets apparaissant dans les 
sequences ont pour seul objet de permettre l'alignement 
des sequences. Ces tirets n' ont done pas de significa- 
tion scientif ique . 
30 L ' immunogfinicite des particules preferees de 

1' invention peut egalement etre attribute a la glycosy- 
lation vraisemblable des peptides issus de HIV a 
1' occasion de I 1 expression des vecteurs recombinants 
sus-definis. 

35 Dans ce 9ui precede la region contenant la 




2635532 

33 

sequence d'acides amines immunogene de HIV et son site 
d * attachement a des recepteurs CD 4 des lymphocytes T4 
provenaient le plus souvent d'une sequence commune 
appartenant a une glycoprot6ine de surface ou trans- 
membranaire de HIV. II va de soi que chacune de ces 
sequences peut provenir de regions £loignees l'une de 
1' autre dans les proteines naturelles de HIV. Dans ce 
dernier cas, elles consisteraient de preference en une 
sequence recombinante ou en un polypeptide recombinant 
resultant de 1* expression de deux sequences codees par 
les regions correspondantes du genome de HIV, voire meme 
de HIV appartenant a des isoLats differents. 

Dans ce qui precede il a £galement ete remarqu6 
que de preference on avait recours a des sequences 
issues de HIV mais bien conservees dans les divers 
isolats disponibles de HIV. II va neamoins de soi que 
l'on peut avoir recours meme a des sequences moins bien 
conservees d'un isolat a 1' autre. Dans une telle hypo- 
these, l'invention concerne egalement des compositions 
de particules repondant a la definition qui en a ete 
donnee plus haut, ces particules se distinguant cepen- 
dant les unes des autres en ce qu 1 elles contiennent des 
sequences d'acides amines communes avec des regions des 
glycoproteines correspondantes d* isolats differents. 

L'invention concerne enfin les sequences 
d'acides amines preferees issues de HIV, qui etaient 
identifiers dans le cadre de la presente description, 
par consequent aussi les sequences d'ADN qui codent pour 
elles (comme d'ailleurs les polypeptides produits par 
synthese chimique et presentant des proprietes immu- 
nologiques semblables, ainsi que toutes sequences 
d'acides nucleigues codant pour ces polypeptides, qu'il 
s'agisse de sequences naturelles ou produites par 
synthese nucleotidique) . 
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En particulier les sequences d'acides amines ci- 
dessus peuvent etre utilisees pour la production de 
principes actifs de vaccins comprenant a titre de 
support une bacterie E.coli et, af fleurant a la surface 
de cette bacterie, les sequences peptidiques sus-indi- 
quees de HIV. Pour la production de tels vaccins on peut 
avoir recours a la technique decrite dans la demande de 
brevet europeen deposee le 6 Mars 19B7 et publiee sous 
le numero 0242.243. 



5 



10 



15 



20 



25 



30 



35 




2635532 
36 

REFERENCES 

1. Allan, J. S. et al.(1985) Science 228, 1091-1093. 

2. Robey, W.G. et al.(1985) Science 228, 593-595. 

3. Alizon,M. et al (1986) Cell 46, 63-74. 

5 4. Starcich, B.R. et al (1986) Cell 45,637-648. 

5. McDougal, J.S. et al (1986) Science 231, 382-385. 

6. Robey, W.G. et al (1986) Proc.Natl. Acad. Sci. USA 
83,7023-7027. 

7. Lasky,L.A. et al (1986) Science 233, 209-212. 

10 8. Putney, S.D. et al (1986) Science 234,1392-1395. 

9. Chanh, T.C.. et al (1986) EMBO J, 5,3065-3071. 

10. Ticrllais, P. etral T1985) Nature 317,489-495. 

11. Michel, M.L. et al ( 1984 ) Proc.Natl .Acad. Sci. 
USA 81,7708-7712. 

15 12. Neurath,A.R. et al (1984) Science 224,392-394. 

13. Hachida, A. et al (1984) Gastroenterology 86, 
910-918. 

14. Kieny,M.P. et al (1983) Gene 26 f 91-99. 

15. Urlaub, G. et al (1980) Proc. Natl. Acad. 
20 Sci . USA 77, 4216-4220. 

16. Parker, B. A. et al ( 1979) J.Virol. 31 ,360-369 . 

17. Subramani,S. (1981) Molecular and Cellular Biology 1, 
854-864. 

18. Michel, M.L. et al (1985) Biotechnology 3, 561-566. 
25 19. Gerin, J.L. et al ( 1983) Proc. Natl .Acad. Sci. USA 

80,2365-2369. 

20. Heermann, K.H. et al (1984) J. Virol. 52,396-402. 

21. Charbit, A. et al ( 1987) J. Immunology 139, 1658-1664. 

22. Montagnier, L. et al (1984) In Human T-Cell 

30 Leukemia/Lymphoma Virus, ed. Gallo, R.C., Essex, M. & 
Gross, L. (Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring 
Harbor, New-York) , pp. 363-370. 

23. Rey, M.A. et al (1984) Biochemical and Biophysical 
Research Communications 121, 126-133. 

35 24. Maddon, P.J. et al (1986) Cell 47, 333-348. 




2635532 



37 

25. Lasky, L. A. et al (19B7) Cell 50, 975-9B5. 

26. Gallaher, V.R. et al (1987)Cell 50, 327-328. 

27. Milich, D.R. et al (1986)J.Exp. Med. 164,532-547. 

28. Valenzuela, P. et al(1985) Biotechnology 3, 323-326. 

29. Delpeyroux, F. et al(1986) Science 233, 472-475. 

30. Cease, K.B.et al (1987) Proc . Natl . Acad . Sci . USA 84, 
4249-4253. 

31. Krohn, K.D et al (1987) Proc. Natl. Acad. Sci .USA 84, 
4994-4998. 

32. Kowalski, M. et al ( 1987)Science 237, 1351-1355. 



38 

REVENDI CAT IONS 



1/ Vecteur recombinant, comprenant un fragment 

d'acide nucleique correspondant a la region S et le cas 
echeant a tout ou partie de la region pre-S de 
l'antigene majeur de surface du virus de 1 'hepatite B f 
et permettant, lorsqu'il est introduit dans un hdte eel- 
lulaire eucaryote competent, et a 1 'occasion de la 
culture de l'hdte cellulaire ainsi transformed d'.induire 
la production de particules ayant les caracteristiques 
morphologiques essentielles de l'antigene HBsAg, et, de 
-preference* 1 "excretion de ces particules dans le milieu 
de culture, caracterise 

- en ce qu'il comprend en outre ufceT sequence nucleo- 
tidique exogene codant pour une sequence d'acides amines- 
immunogene induisant des anticorps neutralisants vis-a- 
vis d'un retrovirus de la famille de HIV ou susceptible 
d'etre reconnue par de tels anticorps, comprenant au 
moins un epitope susceptible d'etre reconnu par les 
lymphocytes B, et au moins un epitope susceptible d'etre 
reconnu par les lymphocytes T, et 

- en ce que ladite sequence nucleotidique exogene est 
soit inseree dans ladite region pre-S, soit substitute a 
tout ou partie de la dite region pre-S. 

2/ Vecteur recombinant selon la revendication 1, 

caracterise en ce que la sequence nucleotidique exogene 
code pour une sequence d'acides amines immunogene com- 
prenant en outre au moins un site d ' attachement au 
?ecepteur CD4. 

3/ Vecteur recombinant selon l'une quelconque des 

revendications 1 ou 2, caracterise en ce que le susdit 
fragment d'acide nucleique est place sous le contr61e 
d'un promoteur reconnu par les polymerases d'un hote 
cellulaire eucaryote. 
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4/ Vecteur recombinant selon la revendication 3 f 

caracterise en ce que le promoteur est un promoteur issu 
de SV40. 

5/ Vecteur recombinant selon I'une quelconque des 

revendications 1 a 4, caracterise en ce que la sequence 
nucleotidique inseree est substitute a la totalite de la 
region pre-S. 

6/ Vecteur recombinant selon l'une quelconque des 

revendications 1 a 4, caracterise en ce que la sequence 
nucleotidique exogene est inseree dans la partie pre-S2 
de la region pre-S. _ 

7/ Vecteur recombinant, selon la revendication 6, 

caracterise en ce que la region pre-S2 de part et d' au- 
tre de la sequence inseree a pour l'essentiel ete 
deletee. 

8/ Vecteur recombinant selon l'une quelconque des 

revendications 1 a 7, caracterise en ce que la sequence 
nucleotidique exogene inseree comprend une sequence co- 
dant pour l'une des sequences d'acides amines suivan- 
tes : 

X 1 CHIRQI INTWHKVGKNVYLPPREGDLTC 
X 2 CHIKQI INTWHKVGRNVxXPPREGELSC Z 2 
X 3 CRIKQFINMWQEVGKAMYAPPISGQIRC Z 3 

dans lesquelles les couples X^ Z 1 ; X 2 , Z 2 et X 3 , Z 3 
representent soit des groupements COOH ou NH 2 soit des 
sequences d'acides amines comprenant normalement 
respectivement associees aux parties centrales 
correspondantes des sequences sus-indiquees dans les 
glycoproteines des retrovirus SIV r HIV-2, HIV-2 qui 
normalement les contiennent. 

9/ Vecteur recombinant selon l'une quelconque des 

revendications 1 a 8, caracterise en ce que la sequence 
nucleotidique exogene . inseree code pour tout ou partie 
de l'une des sequences suivantes : 
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RGEFLYCKMNWFLNWVEDRSMTQKPKERHKRNYVPCHIRQI INTWHKVGKNVYLP 
PREGDLTCNSTVTSLIANINWTDG 

RGEFLyCNMTWFLNWIENKTHRNYAPCHiKQIINTWHKVGRNVyLPPREGEIiSCNS 
TVTSIIANIDWQNN 

5 GGEFFyCNSTQLFNSTWFNSTySTEGSNNTEGSDTlTLPCRIKQFINMWQEVGKAM 
YAPPISGQIRCSSNITGLLLTRDGGNN 

10/ Vecteur recombinant selon la revendication 6, 
Caracterise en ce qu'il est derive du veqteur pM2S. 
11/ Vecteur recombinant selon la revendication 7, 
10 caracterise en ce qu'il est derive du vecteur pSV2S. 

12/ Particules recombinantes presentant les ca- 
-racteristiques morphologiques essentielles "des par- 
ticules de HBsAg, et comprenant, aff leurant a la surface 
de ces particules, l'essentiel de la sequence d ! acides 
15 amines (S) correspondant k la region Set le cas echeant 
4 tout ou partie de la sequence decides amines corres- 
pondant £ la region pre-S du genome du virus de 1' hepa- 
tite B, en amont de ladite sequence decides amines (S), 
ces particules recombinantes etant caracterisees en ce - 
2 q qu'elles comprennent en outre, une sequence d'acides 
amines immunogene induisant des anticorps neutralisants 
vis-4-vis d'un retrovirus de la famille HIV ou sucepti- 
ble d'etre reconnue par de tels anticorps, cette sequen- 
ce comprenant elle-meme au moins un epitope susceptible 
25 d'etre reconnu par les lymphocytes B, ou au moins un 
epitope susceptible d'etre reconnu par. les lymphocytes 
T, cette sequence immunogene etant, soit inseree dans la 
sequence d'acides amines pre-S, soit substitute tout ou 
partie de la proteine pre-S. 
30 13 / Particules recombinantes selon la revendication 
12, caracterisees en ce que la sequence d'acides amines 
immunogene comprend en outre un site d 1 attachement au 
recepteur CD4 de lymphocytes T4 humains. 



35 
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14/ Particules recombinants selon l'une quelconque 
des revendications 12 ou 13, caracterisees en ce que la 
sequence d'acides amines immunogene est soit inseree 
dans la sequence d'acides amines cod6e par la region 
5 pre-S2 du genome du virus de - 1' hepatite B # soit 
substitute a tout ou partie de la sequence d'acides 
amines pre-S2. 

15/ Particules recombinantes selon l'une quelconque 
des revendication 12 ou 13, caracterisees en ce que la 
1Q sequence d'acides amines pr£-S2 est, pour l'essentiel, 
deletee. 

16/ Particules recombinantes selon l'une quelconque 
des revendications 12 a 15, caracterisees par une 
activite immunogene lui permettant d'induire in vivo la 
15 production d'anticorps protecteurs contre un retrovirus 
de la classe des cette sequence comportant elle-meme au 
moins cette sequence comportant elle-meme au moins s 
pathogenes pour I'homme. 

17/ Particules recombinantes selon l'une quelconque 
2Q des revendications 12 a 16, caracterisees en ce qu'elles 
ont pour l'essentiel perdu la faculte d'induire in vivo 
la production d'anticorps neutralisants a 1'egard du 
virus de 1* hepatite B. * 

18/ Particules recombinantes selon l'une quelconque 
25 des revendications 12 a 17, caracterisees en ce que la 

sequence d'acides amines immunogene inseree est choisie 

parmi les sequences ci-dessous : 

X 1 CHIRQI INTWHRVGKNVYLPPREGDLTC Z^ 

X 2 CHIKQI INTW HKVGRNVYLPPREGELSC Z 2 
30 X 3 CR1K OFINMWQEVGKAMYAPPISGQIRC Z^ 

dans lesquelles les couples 2 1 ; X 2 , Z 2 et X 3 , Z3 

reprfcsentent soit des groupements C00H ou NH 2 soit des 
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sequences d'acides amines comprenant normalement res- 
pectivement associ6es aux parties centrales correspon- 
dantes des sequences sus-indiquees dans les glycopro- 
teines des retrovirus SIV r HIV-2, HIV-1 qui normalement 
5 les contiennent. 

19/ Particules recombinantes selon l'une quelcongue. 
des revendications 12 a 18, caracteris^es en ce que la 
sequence d'acides amines immunogene inseree est choisie 
parmis les sequences ci-dessous : 
1Q RGEFLyCKraWFLNtfVEDRSLTTQKPKERHKRNYVPCHIRQIINTWHKVGKNVYLP 
PREGDLTCNSTVTSLIANINWTDG . 

RGEFLYCNMTWFLNWIENKTHRNYAPCHIKQIINTWHKVGRNVYItPPREGELSCKS 
TVTSIIANIDWQNN 

GGEFFYCNSTQLFNSTWFNSTWSTEGSNNTEGSDTITLPCRIKQFINMWQEVGKAM 

1 5 YAPPISGQIRCSSNITGLLLTRDGGNN 

20/ H6te cellulaire d'origine eucaryote, caracterise 
en ce qu'il est transform^ par un vecteur recombinant 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 11, le 
rendant- apte, lorsqu'il est mis en culture, a excreter 

20 des particules selon l'une quelconque des revendications 
12 a 19. 

21/ Hdte cellulaire selon la revendication 20, 
caracterise en ce qu'il s'agit d'une cellule de 
mammif ere . 

25 22/ H6te cellulaire selon la revendication 20, 
caracterise en ce qu'il s'agit d'une levure. 
23/ Fragment immunogene d'acides amines , caracterise 
en ce qu'il est choisi parmi les fragments ci-dessous : 
X 1 CHIRQI INTWHKVGKKVYLPPREGDLTC Z^ 

30 X 2 CHZKQI INTWHKVGRNVYLPPREGELS C 

X 3 CRIKQF1HMWQEVGKAMYAPPISGQIRC Z^ 

dans lesquelles les couples X 1 , z, ; X 2 , Z 2 et X 3 , Z 3 
representent soit des groupements COOH ou NH 2 soit des 
sequences d'acides amines comprenant normalement 
35 respectivement associees aux parties centrales 
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correspondantes des sequences sus-indiquees dans les 
glycoproteines des retrovirus SIV, HIV-2, HIV-1 qui 
normalement les contiennent. 

24/ Fragment selon la revendication 23, caract6xise 
5 en ce qu'il comprend tout ou partie de l'un des 
enchalnements ci-decsous : 

RGEFLYCKMNWFLNWEDRSLTTQKPKERHKRNYVPCHIRQIINTWHKVGKNVYLP 
PREGDLTCNSTVTSLIANINWTDG 

RGEFLYCNMTVFLNWIENKTHRHYAPCHIKQIINTOHKVGRNVYLPPREGELSCNS 
1Q TVTS I IAN I DWQNN 

GGEFFYCNSTQLFNSTWFNSTWSTEGSNNTEGSDTITLPCRIKQFINKWQEVGKAM 
YAPP I SGQ I RCS SNI TGLLLTRDGGNN 

25/ Acide nucieique, caracterise en ce qu'il code 
pour l'une des sequences decides amines immunogenes 

15 selon la revendication 23 ou 24. 

26/ Composition vaccinante destined a la protection 
contre une infection par un retrovirus de la famille de 
HIV, caract6ris6e en ce que son principe actif est for- 
me, des particules recombinantes selon I 1 une quelconque 

20 des revendications 12 a 19, en association avec un 
vehicule pharmaceutique acceptable, 

27/ Precede de preparation d'un vecteur recombinant, 
caract6ris6 par les etapes suivantes : 

- la recombinaison in vitro et le cas £cheant sous le 
25 contr61e d'un promoteur reconnu par les polymerases d'un 
h6te cellulaire eucaryote, d'une part d'une sequence 
nucieotidique exogene codant pour une sequence d'acides 
amines immunogene, ihduisant des anticorps neutralisants 
vis-A-vis d'un retrovirus de la famille de HIV ou sucep- 
30 tible d'etre reconnue par de tels anticorps, et compre- 
nant au moins un epitope susceptible d'etre reconnu par 
les lymphocytes B, au moins un epitope susceptible 
d'etre reconnu par les lymphocytes T et le cas echant un 
site d'attachement au recepteur CD4, et d' autre part un 
35 enchainement de nucleotides correspondant A la region S 
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et le cas echeant a tout ou partie de la region pre-rS, 
du genome du virus de 1' hepatite B. 

- la recuperation du vecteur recombinant forme compre- 
nant les elements, tels qu'ils ont ete definis plus 
5 hau t . 

28/ Procede. selon la revendication 27, caracterise 
en ce que la sequence d'acides amines immunogene 
correspond a I'inserat defini dans l'une quelconque des 
revendications 1 4 11. 

10 29/ Composition pour le diagnostic d'une infection 
due au retrovirus HIV par la detection de la presence 
d'anticorps neutralisants dans uri ~ milieu biologique 
preleve chez un patient, comprenant des particules 
recombinantes eslon l'une quelconque des revendications 

15 18 ou 19 et/ou un fragment immunogene selon l'une' 
quelconque des revendications 23 ou 24 ou un melange de 
ces composants. 

30/ Test pour le diagnostic in vitro d'une infection 

due a HIV par la detection de la presence d'anticorps 
20 neutralisants dans un milieu biologique preleve chez un 

patient, caracterise par : 

- la mise en contact, dans des conditions 

appropriees, d'une composition selon la reendication 29 

avec le milieu biologique teste, 
25 - la detection de la formation d'un complexe 

antigene-anticorps . 

31/ Procede pour la production de particules recom- 
binantes selon l'une quelconque des revendications 12 a 
19 caracterise par : 
30 - la transformation d'un bote cellulaire determine avec 
un vecteur recombinant selon l'une quelconque des reven- 
dications 14 11, 

- la culture de l'hote cellulaire transforme sur un 
milieu approprie et 
35 - la recuperation des particules recombinantes formees. 
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